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Аннотация. Предложен эффективный метод получения водорастворимого цианинового красителя Су5 при по-
мощи жидкофазного синтеза на водорастворимых полимерных носителях (ЖСВП). В качестве полимерной подложки 
использовали метиловый эфир поли(этиленгликоля) с молекулярной массой 2000, что позволило упростить процесс 
характеризации продуктов на промежуточных стадиях синтеза ЯМР-спектроскопией. Данный подход позволяет 
легко получить необходимые цианиновые красители, которые широко используются в качестве флуоресцентных 
меток и являются востребованными модифицирующими реагентами в биохимии и медицине.
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PEG DERIVATIVES FOR THE SYNTHESIS OF WATER-SOLUBLE CYANINE DYE CY5
Abstract. An effective method for the preparation of water-soluble cyanine dye Cy5 using the soluble polymers 
supported liquid-phase organic synthesis (LPOS) was proposed. Poly (ethylene glycol) methyl ether with a molecular weight 
of 2000 was used as a polymer substrate, which allowed us to simplify the characterization of products at intermediate stages 
of synthesis by NMR spectroscopy. This approach makes it easy to obtain the necessary cyanine dyes, which are widely used 
as fluorescent labels and are popular modifying reagents in biochemistry and medicine.
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Введение. В настоящее время востребованность реагентов для введения флуоресцентных 
меток в синтетические нуклеиновые кислоты и белки обусловлена интенсивным развитием ме-
дицинской диагностики, иммунохимии, протеомики и др. [1–8]. Широкое применение в данных 
областях нашли цианиновые красители. Наиболее важными характеристиками данных соедине-
ний являются разнообразие и вариабельность их структуры, благодаря чему они поглощают от 
ближнего ультрафиолетового света до ближней инфракрасной области (350–1200 нм) и характе-
ризуются очень высокими коэффициентами экстинкции (более 100 000 л·см–1·моль–1), что позво-
ляет разработать хорошие методы их детектирования. Несмотря на ряд достоинств, они облада-
ют некоторыми недостатками: при введении в анализируемый биологический образец может 
происходить агрегация красителя и/или его неспецифическое связывание с содержащимися 
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в нем компонентами. Введение нескольких сульфогрупп в красители данного типа дает возмож-
ность варьировать их водорастворимость, что в свою очередь позволяет избегать нежелательных 
сопутствующих процессов. Спектральные и фотофизические характеристики водорастворимых 
цианиновых красителей при этом незначительно отличаются от их классических аналогов [9].
Основной синтетический путь получения водорастворимых пентаметиновых цианиновых кра-
сителей с функциональной группой для последующей модификации включает поэтапную кон-
денсацию катионных гетероциклов с производными малондиальдегида (рис. 1) [10]. В процессе 
реакции также образуются симметричные цианиновые красители, что затрудняет выделение 
требуемого продукта из многокомпонентной реакционной смеси и усложняет изначально нетри-
виальную хроматографическую очистку.
Одной из попыток упростить получение сульфоцианиновых красителей являлось примене-
ние твердофазного синтеза. Впервые в качестве твердофазной подложки были использованы 
сульфонилхлоридная смола и полистирол [11, 12]. Однако данный метод позволил получить кра-
сители, которые содержали только одну сульфогруппу, чего было недостаточно для хорошей 
растворимости соединений при мечении биомолекул.
Следующим этапом стала разработка стратегии, которая совместила бы в себе преимуще-
ства гомогенного протекания реакции и твердофазного синтеза [10]. Был разработан подход, в ос-
нове которого лежит жидкофазный синтез на водорастворимых полимерных носителях (ЖСВП). 
В качестве подложки использовали модифицированный полиэтиленгликоль. Он хорошо раство-
рим при комнатной температуре во многих органических растворителях (дихлорметан, диме-
тилформамид, тетрагидрофуран и др.), при этом продукты промежуточных стадий могут быть 
выделены посредством высаждения в диэтиловый эфир, гексан или изопропиловый спирт [13]. 
К основным преимуществам данного метода можно отнести простоту и легкость очистки полу-
продуктов на различных стадиях (избежание трудоемких хроматографических процедур), а так-
же, в отличие от твердофазного синтеза, возможность использования рутинных методов анализа 
(ЯМР- и/или ИК-спектроскопии) для определения структур синтезированных соединений. Таким 
образом, это объясняет наш интерес к использованию метилового эфира поли(этиленгликоля) 
в качестве носителя для ЖСВП. 
Экспериментальная часть
Материалы и оборудование. Коммерчески доступные реактивы (п-гидразинбензолсульфо-
новая кислота (Merck), 6-бромгексановая кислота (Merck), иодид натрия (Sigma Aldrich) эпихлор-
гидрин (Fluka), 4-нитрофенол (Merck), метиловый эфир поли(этиленгликоля) с молекулярной 
 
Рис. 1. Основной синтетический путь получения водорастворимого цианинового красителя Су5
Fig. 1. The main synthetic way to obtain water-soluble cyanine dye Cy5
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массой 2000 (Merck), п-толуолсульфонилхлорид (Sigma Aldrich), гидрид натрия (Fluka), гидразин 
(Реахим), тетраметоксипропан (Merck)) и растворители (пропанол-2 и уксусная кислота (Реахим)) 
были использованы без дополнительной очистки. 2,3,3-триметил-5-сульфоиндоленин и 1,3-бис(4- 
нитрофенокси)-пропанол-2 были синтезированы по описанным методикам [14, 15]. Ацетон, о-дих-
лорбензол, триэтиламин и иодметан были перегнаны. Хлористый метилен (СН2Сl2) и пиридин 
(Ру) перегнаны над CaH2, этилацетат (EtOAc) и уксусный ангидрид (Ас2О) – над P2O5, тетраги-
дрофуран (ТГФ) и диэтиловый эфир (Et2O) – над LiAlH4. 
1Н (500 МГц) и 13С (126 МГц) спектры 
ЯМР были зарегистрированы на приборе Bruker DRX-500; ИК-спектры (ν, cм-1, таблетки KBr) – 
на спектрометре Protégé 460 (Nicolet). Для проведения аналитической тонкослойной хроматогра-
фии использовали пластинки Kieselgel RP-C18 F254 (Merck), для колоночной хроматографии – 
сорбент LPS-500-H.
1,2,3,3-тетраметилиндоленин-5-сульфонат калия (2). Смесь 3,88 г (14 ммоль) 2,3,3-триме-
тилиндоленин-5-сульфоната калия и 105 мл (330 ммоль) иодметана кипятили в течение 24 ч. Ре-
акционную смесь охлаждали до комнатной температуры, добавляли 120 мл ацетона, выпавший 
осадок отфильтровывали и высушивали. Выход 3,38 г (58 %), светло-розовый порошок. 1H ЯМР 
(D2O, 500 МГц): δ 7,78–7,71 (м, 2Н), 7,47 (д, 1Н), 3,97 (с, 3Н), 2,24 (с, 3Н) 1,21 (с, 6Н).
6-иодгексановая кислота (4). К раствору 1,5 г (7,7 ммоль) 6-бромгексановой кислоты в 15 мл 
ацетона добавляли 5,34 г (38,5 ммоль, 5 экв.) иодида натрия и перемешивали в течение 18 ч. Выпав-
ший осадок отфильтровывали, маточный раствор упаривали. Остаток разбавляли 30 мл СН2Сl2, 
выпавший осадок отфильтровывали, маточный раствор упаривали. Выход 1,74 г (93 %), коричне-
вое твердое вещество. 1H ЯМР (CDCl3, 500 МГц): δ 3,19 (т, 2H), 2,38 (т, 2H), 1,85 (п, 2H), 1,66 (п, 2H), 
1,46 (п, 2H). 13C ЯМР (CDCl3, 126 МГц): δ 102,88, 66,27, 66,11, 65,31, 63,72, 59,40. 
1-карбоксипентил-2,3,3-триметилиндоленин-5 сульфонат калия (5). К раствору 0,73 г 
(2,63 ммоль) 2,3,3-триметилиндоленин-5 сульфоната калия в 1,5 мл о-дихлорбензола добавляли 
0,7 г (2,9 ммоль) 6-иодгексановой кислоты и перемешивали в течение 32 ч при температуре 110 °C. 
Охлаждали до комнатной температуры, добавляли 25 мл пропанола-2, выпавший осадок от-
фильтровывали и высушивали. Выход 1,88 г (93 %), темно-фиолетовое твердое вещество. 
1H ЯМР (D2O, 500 МГц): δ 8,12 (д, 1Н); 8,02–7,99 (м, 1Н); 7,89–7,86 (м, 1Н);4,5 (т, 2Н); 2,372 (т, 2Н); 
1,97 (п, 2Н);1,64 (п, 2Н); 1,59 (с, 6Н); 1,49–1,41 (м, 2Н). 13C ЯМР (D2O, 126 МГц): δ 199,01; 178,55; 144,16; 
142,78; 142,58; 130,01; 127,28; 126,89; 120,9; 115,93; 54,90; 48,19; 33,37; 26,77; 25,24; 23,74; 21,56.
Тозилпроизводное метилового эфира поли(этиленгликоля) (7). К раствору 2 г (1 ммоль) 
соединения 6 в 20 мл CH2Cl2 добавляли 0,25 г (1,3 ммоль, 1,3 экв.) п-толуолсульфонилхлорида и 
0,3 г (3 ммоль, 3 экв) триэтиламина. Перемешивали при комнатной температуре в течение 24 ч. 
Промывали реакционную смесь 1М водным раствором HCl, затем 5 %-ным водным раствором 
NaHCO3. Раствор упаривали, остаток высаждали 50 мл Et2O, выпавший осадок отфильтровыва-
ли и высушивали. Выход 2,15 г (87 %), белый порошок. 1Н ЯМР (CDCl3, 500 МГц): δ 7,765 (д, 2Н); 
7,33 (д, 2Н); 4,125 (т, 2Н); 3,75 (т, 2Н); 3,73–3,5 (м, 177 Н); 3,37 (с, 3Н); 2,43 (с, 3Н).
Метиловый эфир поли(этиленгликоля), содержащего остаток 1,3-бис(4-нитрофенок-
си)-пропанола-2 (9). К раствору 0,5 г (1,5 ммоль) 1,3-бис(4-нитрофенокси)-пропанола-2 в 25 мл 
ТГФ добавляли 0,09 г (2 ммоль) гидрида натрия и перемешивали в течение 1 ч, затем к смеси 
добавили 0,97 г (0,45 ммоль) соединения 7. Смесь кипятили в течение 24 ч, охлаждали до ком-
натной температуры, упаривали растворитель. Остаток растворяли в 10 мл воды и экстрагирова-
ли СН2Сl2 (3×15 мл). Растворитель упаривали, продукт высаждали Et2O. Выпавший осадок от-
фильтровывали и высушивали. Выход 0,76 г (73 %), желтый порошок. 1Н ЯМР (CDCl3, 500 МГц): 
δ 8,18 (д, 2Н); 7,03–6,97 (м, 2Н); 4,3-4,17 (м, 4Н); 3,67–3,55 (м, 177Н); 3,36 (с, 3Н).
Метиловый эфир поли(этиленгликоля), содержащий остаток 1,3-бис(4-аминофенокси)- 
пропанола-2 (10). К смеси 0,5 г (0,216 ммоль) соединения 9, 0,05 г (0,17 ммоль) FeCl3*6H2O и 0,04 г 
(3,3 ммоль) активированного угля в 10 мл EtOH в течение часа прикапывали 3 мл гидразина. 
Смесь кипятили в течение 24 ч, растворитель упаривали. К остатку добавляли 25 мл Et2O, вы-
павший осадок отфильтровывали и затем растворяли в 20 мл CH2Cl2. Растворитель упаривали, 
остаток высаждали 25 мл Et2O на ледяной бане. Выпавший осадок отфильтровывали и высуши-
вали. Выход 0,35 г (73 %), светло-серый порошок. 1Н ЯМР (CDCl3, 500 МГц): δ 6,76–6,69 (м, 4Н), 
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6,62–6,58 (м, 4Н), 4,10–4,01 (м, 2Н), 3,97–3,87 (м, 1Н), 3,86–3,82 (м, 2Н), 3,72–3,44 (м, 177Н); 3,35 (с, 
3Н). ИК (KBr): 3425, 3360, 2921, 1630, 1513, 1468, 1242, 1109, 1059, 963, 842 см–1.
Предшественник гемицианина, связанного с производным метилового эфира поли(эти-
ленгликоля) (11). К 0,226 г (0,1 ммоль) соединения 10 добавляли раствор 1,65 мл (10 ммоль) 
1,1,3,3-тетраметоксипропана в 4 мл уксусной кислоты. Смесь перемешивали при 55°С в течение 
6 ч. Упаривали две трети части растворителя и прикапывали к смеси 25 мл Et2O. Выпавший оса-
док отфильтровывали с последующим растворением в 10 мл CH2Cl2. Полученный раствор выса-
ждали 30 мл Et2O, выпавший осадок отфильтровывали и высушивали. Выход 0,176 г (74 %), тем-
но-оранжевый порошок. ИК (KBr): 3425, 2889, 1662, 1512, 1467, 1343, 1111, 963, 842 см–1.
Гемицианин, связанный с производным метилового эфира поли(этиленгликоля) (12). 
К смеси 0,117 г (0,049 ммоль) соединения 11 и 0,04 г (0,098 ммоль) соединения 2 в атмосфере Ar 
добавляли 2 мл уксусной кислоты. Полученный раствор перемешивали при 80 °С в течение 2 ч. 
Охлаждали до комнатной температуры и прикапывали 25 мл Et2O, выпавший осадок отфильтро-
вывали и растворяли в 5 мл MeOH. К полученной смеси прикапывали 20 мл Et2O, выпавший 
осадок отфильтровывали и растворяли в 10 мл CH2Cl2. К полученному раствору добавляли 20 мл 
Et2O, выпавший осадок отфильтровывали и высушивали. Выход 0,104 г (67 %), темно-фиолето-
вый порошок. ИК (KBr): 3456, 2881, 1660, 1629, 1510, 1467, 1344,1220, 1114, 1028, 953, 843, 637 см–1.
Цианиновый краситель Су5 (13). К смеси 0,066 г (0,021 ммоль) соединения 12 и 0,011 г (0,022 ммоль) 
соединения 5 в атмосфере Ar добавляли 0,45 мл Ac2O и 0,21 мл Py. Перемешивали смесь при 
комнатной температуре в течение 60 ч, прикапывали к ней 5 мл EtOAc. Образовавшийся осадок 
отфильтровывали, промывали 20 мл CH2Cl2 и хроматографировали. Выход 0,007 г (16 %), синее 
твердое вещество. 1Н ЯМР (D2О, 500 МГц): δ 7,94 (т, 2Н), 7,83–7,75 (м, 4Н), 7,34–7,28 (м, 2Н), 6,48 (т, 1Н), 
6,21–6,13 (м, 2Н), 4,05 (т, 2Н), 3,57 (с, 3Н), 2,21–2,15 (м, 2Н), 1,80 (п, 2Н), 1,66–1,56 (м, 14Н), 1,43 (п, 2Н).
Результаты и их обсуждение. В качестве исходного соединения для синтеза предшествен-
ников цианинового красителя был выбран 2,3,3-триметилиндоленин-5-сульфонат калия 1, ква-
тернизация которого метилиодидом и 6-йодгексановой кислотой привела к получению соответ-
ствующих солей 2 и 5 (рис. 2).
Синтетическая схема получения сульфированного цианинового красителя Су5 по методоло-
гии ЖСВП представлена на рис. 3. В качестве полимерного носителя использовали метиловый 
эфир поли(этиленгликоля) с молекулярной массой 2000. Наличие метоксигруппы в структуре 
данного соединения позволило оценивать степень модификации полимерной подложки при по-
мощи ЯМР-спектроскопии на промежуточных стадиях синтеза. Было показано, что уменьшение 
молекулярной массы использованного полимера в 2 раза по сравнению с описанными ранее [13] 
оправдано экономически и не приводит к существенным изменениям в выходах реакций на про-
межуточных стадиях синтеза.
Для повышения эффективности использования полимерной подложки в ее структуру был 
введен 1,3-бис(4-нитрофенокси)-пропанол-2, который синтезировали исходя из эпихлоргидрина 
и п-нитрофенола. Наличие данного фрагмента позволило увеличить количество реакционноспо-
собных центров в 2 раза и соответственно повысить выход целевого продукта за один синтети-
ческий цикл. Тозилирование исходного метилового эфира поли(этиленгликоля) с последующим 
 
Рис. 2. Синтез производных 2,3,3-триметилиндоленин-5-сульфоната калия
Fig. 2. Synthesis of potassium 2,3,3-trimethyl-3H-indole-5-sulfonate derivatives
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введением в реакцию с разветвителем 8 позволило получить носитель для ЖСВП, содержащий 
две функциональные группы для последующих превращений. Далее нитрогруппа в структуре 
9 была восстановлена с образованием диаминосоединения 10. Взаимодействие последнего 
с 1,1,3,3-тетраметоксипропаном дало продукт 11, введение которого в реакцию с солью 2 позволи-
ло получить связанный с носителем гемицианин 12. Протекание вышеописанной реакции было 
подтверждено наличием пиков в ИК-спектре на 1220 и 637 см–1, свидетельствующих о наличии 
сульфогруппы в полученном соединении. Введение на последней стадии синтеза гетероцикла 5 
в реакцию с гемицианином, связанным с полимерной подложкой, в присутствии пиридина при-
вело к получению водорастворимого цианинового красителя Су5 (13), что отражено на схеме (рис. 3).
Заключение. При помощи усовершенствованной схемы жидкофазного синтеза был получен 
водорастворимый цианиновый краситель Су5. Продемонстрирована возможность повышения 
эффективности использования твердофазного носителя на основе метилового эфира поли(эти-
ленгликоля) за счет введения разветвителя. Упрощение характеризации структуры продуктов на 
промежуточных стадиях было достигнуто за счет наличия метоксигруппы в исходном полимере.
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